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論文内容の要旨
(目的)
2, 3-bisphosphoglycerate mutase (BPGM) は 2 ， 3-diphosphoglycerate (2 , 3-DPG) の合成と分解に関与する多機
能酵素で， 2 ， 3-DPG 合成活性， 2 ， 3-DPG ホスブアターゼ活性およびホスホグリセリン酸ムターゼ活性の 3 種の活性を
有する酵素である。ヒト BPGM は赤血球に存在し， 2 ， 3-DPG を介してヘモグロビン (Hb) からの酸素の解離に重要
な役割を果たしている。糖尿病患者では Hb の β 鎖 N 末端 Val のアミノ基が主にグリケーションを受け，その結果
2 ， 3-DPG との親和性が低下し，末梢組織での酸素解離障害をきたすことが想定されている。私達は糖尿病患者赤血球
の BPGM に着目し， 2 ， 3-DPG 合成活性を調べたところ，その活性がコントロールに比較して低下していることを見い
出した。そこで，糖尿病患者での BPGM の活性低下の機序を明らかにする目的で本研究を行なった。
(方法ならびに成績)
糖尿病患者の赤血球中の 2 ， 3-DPG 合成活性と BPGM 蛋白を測定した。 BPGM 蛋白は作製した抗ヒト BPGM ウサ
ギ抗体を使用した ELISA 法により測定した。その結果，糖尿病患者の BPGM の比活性は約14 U/mg とコントロール
に比べて約70% に低下していた。糖尿病患者の BPGM の比活性の低下の機序を調べるため，糖尿病患者のプール赤血
球から BPGM を精製した。また，ヒト BPGM 遺伝子をクローニング後，その DNA を導入した E. coli から BPGM を
精製し ， in vitro におけるグリケーションに供した。
糖尿病患者赤血球から精製した BPGM の比活性は低く 15 U/mg であった。グリケーションを受けた蛋白に親和性
を示すボロン酸カラムにより，精製酵素をさらに分画した。 BPGM は非吸着画分と吸着画分に分離された。非吸着画
分の比活性はコントロールや組換え型酵素の比活性と同程度であったが，吸着画分の BPGM 活性は認められなかっ
た。また，吸着画分は抗ヘキシトールリシン抗体との反応性を示した。そこで， BPGM のグリケーションによる活性
低下を確認するため，精製組換え型酵素を0.1 M グルコースと 370Cでインキュベートした。その結果， 3 種の BPGM
活性は経時的に低下した。同時に Amadori 生成物を定量すると経時的に増加した。また，グルコースとインキュベー
卜した BPGM は抗へキシトールリシン抗体と反応した。これらの結果から，糖尿病患者 BPGM の活性低下はグリケ
ーションが原因であると考えられた。
次に， BPGM の in vitro および in vivo におけるグリケーション部位を同定した。グルコースとインキユベートし
た BPGM をリシルエンドペプチダーゼで消化後，逆相 HPLC で分離した。その結果グリケーションを受けていない
BPGM のペプチドマッピングで見られた 12 ピークの他に余剰ピークとして 5 つのピークが出現した。各ピークをアミ
ノ酸配列分析した結果，この余剰ピークにグリケーションを受けた Lys 残基を含むペプチド断片が含まれていた。仇
vitro におけるグリケーション部位として， Lys2 , Lys4 , Lys17 ,. Lys42 , Lys158 , Lys196が同定された。一方，糖尿
病患者から精製した BPGM のボロン酸カラムでの吸着画分を用いて，同様の方法にて ， in vivo におけるグリケーシ
ヨン部位を同定した。リシルエンドペプチダーゼ消化で得られたペプチド断片のマッピングから，一つの余剰ピーク
が得られた。そのピークのアミノ酸配列を解析した結果， Lys158のみが in uivo にお付るグリケーション部位として同
定された。
(総括)
1. Hb からの酸素解離に重要な役割を果たしている 2 ， 3-DPG の合成・分解に関与する酵素である BPGM の糖尿病
における活性低下の機序について解析を試みた。糖尿病患者から精製した BPGM がボロン酸カラムに吸着し，その吸
着画分の BPGM は活性を示さず，抗へキシトールリシン抗体と反応した。また， BPGM が in vùro におけるグリケ
ーションで経時的に活性を失い，抗ヘキシトールリシン抗体と反応するようになった。
2. BPGM の i1'l vitro および zn VlVO におけるグリケーション部位を同定した。 in vitro におけるグリケーション部
位は Lys2 ， Lys4 , Lys17 , Lys42 , Lys158 , Lys196である。また ， in vi・vo におけるグリケーション部位は Lys158のみ
である。
3. in vitro および zn VlVO におけるグリケーション部位として， Lys158が一致していたことから，糖尿病患者の
BPGM 活性の低下の機序として，赤血球が比較的高い濃度のグルコースに長期間曝されるために，赤血球中の BPGM
の 158番目の Lys 残基がグリケーションを受け活性低下を起こすことが明らかにされた。
論文審査の結果の要旨
BPGM はヘモグロビン (Hb) からの酸素の解離に重要な役割を果たしている 2 ， 3-DPG の合成・分解に関与する酵
素で， 2 ， 3-DPG 合成酵素， 2 ， 3-DPG ホスファターゼおよびホスホグリセリン酸ムターゼの 3 種の酵素活性を有する。
2 ， 3-DPG は Hb に結合して酸素の解離を促進する因子であるが，糖尿病状態で増加する HbAlc では 2 ， 3-DPG の
結合部位の近傍が糖化を受けているため， 2 ， 3-DPG の結合が阻害されることから，末梢組織の微小循環での酸素の解
離が抑えられ Hypoxia を起こすとされている。本研究は，糖尿病患者の BPGM の有する 2 ， 3-DPG 合成活性が低下し
ていることを見いだし，その低下の機序を明らかにする目的で行われたもので，糖尿病患者赤血球から精製した酵素
のボロン酸カラムへの吸着および抗ヘキシトールリシン抗体との反応性から酵素がグリケーション(糖化)を受けて
いることを明らかにしている。また，ヒト BPGM 遺伝子をクローニングし ， E. coli で大量発現させて得た組換え型酵
素を用いて ， i17 vi・1 1'0 における BPGM の糖化反応によって酵素の有する 3 種の活性が同様に低下することを確認し
た。そして ， in vivn およびかばかυ における糖化酵素の一次構造解析から， Lys158残基が糖化を受けることによって
酵素活性が低下することを明らかにしている。
蛋白質のグリケーションは，種々の酵素の活性低下をもたらし，糖尿病合併症への関与の可能性も指摘されている o
Hb の般素解離の制御を行し、生理的意義の大きい 2 ， 3-DPG の合成と分解に直接係わっている BPGM の活性低下機
序を明らかにした意義は大きく，本研究は学位の授与に値すると考える。
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